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Resumen

Un método analitico por HPLC por sus siglas en ingles high performance liquid
chromatography fue desarrollado y validado para determinar la edad de los rones,
cuantificando Vainillina y Siringaldehido. Se usé un cromatégrafo liquido de alta presion
(HPLC modelo Agilent 1260 Infinity) con detector ultravioleta, equipado con software de
cromatografia (HP GC ChemStation), una columna cromatogréafica: Agilent 5 TC-C18 de
250 X 4.6mm. Las condiciones cromatograficas fueron: temperatura de horno 40,0°C,
tiempo de corrida 13,0 min, bomba cuaternaria con un flujo de 2,0 mL/min de una mezcla
de Metanol/Agua en una proporcidén 22/78 respectivamente, detector Ultravioleta a 311
nm con un ancho de banda de 4 nm, sefal de obtencién de datos 5 Hz e inyeccion
estandar de 10 pL. El objetivo general fue, validar y estandarizar una técnica para la
determinacién de la edad de un Ron por HPLC. La validacién del método se baso6 en
parametros como: linealidad, precision, exactitud, limites de deteccion (LD), limite de
cuantificacion (LC) e incertidumbre de medicién. La curva de calibraciéon para la Vainillina
y el Siringaldehido presentaron un r?> de 0,9999 para ambos. El LD y LC
experimentalmente fueron 0,1 y 0,3 mg/L respectivamente para ambos analitos. Los
resultados de la precision cumplen los pardmetros de aceptabilidad ya que se obtiene un
coeficiente de variacion expresado en porcentaje %CV < 2,0% y porcentajes de
recuperacion entre 79,0 y 88,0%. La metodologia analitica para el analisis de contenido
por HPLC de Vainillina y Siringaldehido en rones, demostro ser especifica y selectiva
para los analitos, también demostr6 linealidad, repetibilidad, precision intermedia y

exactitud cumpliendo asi con los parametros exigidos.



Palabras clave: Método analitico, Validacién, HPLC, Vainillina, Siringaldehido.



Introduccion
Este trabajo se realiza en el marco de la formacion del pregrado: Ingenieria de
Alimentos, suscrito a la Corporacion Universitaria Lasallista, en la modalidad de practica
empresarial en la Fabrica de Licores y Alcoholes de Antioquia, en el marco del proyecto
“Asistencia técnica para el mantenimiento y mejoramiento del Sistema de Gestion de la
Calidad bajo la Normativa de Acreditacion para Laboratorios de ensayo NTC-ISO/IEC

17025”.



Justificacién

La Oficina del Laboratorio, siendo parte importante en el cumplimiento de las
politicas de calidad de la Fabrica de Licores y Alcoholes de Antioquia, cuenta con los
recursos fisicos, de personal y tecnoldgicos, necesarios para el desarrollo de métodos
analiticos, que llevan a la mejora continua y a un nivel sobresaliente del cumplimiento de
las normas vigentes de licores y alcoholes en el pais, ya que cuenta con la acreditacién
bajo la Norma NTC-ISO/IEC17025 por parte del Organismo Nacional de Acreditacion de
Colombia (ONAC).

La validacion del método analitico para la determinacion de la edad de los rones,
surge de la necesidad de contar con una herramienta tecnolégica que apoye las
negociaciones de compra de tafias de ron y ademas de soporte de los resultados de las
pruebas sensoriales. Para dicho propdsito, se usa la técnica de HPLC, pues esta
tecnologia permite separar mezclas complejas en sus componentes individuales para
gue puedan ser identificadas y cuantificadas.

La Vainillina y el Siringaldehido son considerados compuestos quimicos que se
usan como marcadores de afiejamiento; por su concentracion en dicho proceso hacen
gue estos dos analitos sean de interés en la construccion de una curva de calibracion,
gue permita saber la edad aproximada de los rones.

La validacion del método analitico para la determinacion de la edad de los rones
de la Fabrica de Licores y Alcoholes de Antioquia, impacta a diversos niveles sociales y
economicos. En primer lugar, el Laboratorio, desarrollando nuevos métodos analiticos

con tecnologia de punta, demuestra su liderazgo en la industria de licores colombiana,
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lo que se refleja en la calidad de los productos. En segundo lugar a la empresa, ya que
este método sirve como herramienta de apoyo para las negociaciones de tafia de ron y
de soporte a los resultados de las pruebas sensoriales de los rones, proceso que
garantiza la alta calidad de esto, redundando en la fidelizacion de los consumidores, la
competitividad en el mercado, el aumento en las ventas y por ende la generacién de
recursos econdémicos. Y en tercer lugar, a los antioguefios, pues con los recursos
generados se aporta al desarrollo y bienestar de los hogares, invirtiendo en programas

de salud, educacion y deporte.
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Objetivos

Objetivo General

Validar y estandarizar una técnica para la determinacion de la edad de un Ron por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.
Objetivos Especificos

Optimizar las condiciones cromatogréaficas para el andlisis de los marcadores de
la Vainillina y el Siringaldehido por HPLC.

Validar, elaborar e implementar un protocolo de analitico para la cuantificacion de
la Vainillina y el Siringaldehido en Rones.

Verificar el funcionamiento del método en muestras reales de Rones.
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Marco Tedrico

El Ron

Origen

El ron proveniente del lejano oriente, se adapt6 perfectamente al clima caluroso y
himedo del caribe. Los arabes lo introducen al sur de Espafa, y alli fue donde se
desarroll6 por completo el proceso de elaboracion, desde la fermentacion hasta la
destilacion. Pero la mejor adaptacion de esta bebida fue en las islas canarias, y desde
alli Cristébal Coldn las llevo a las Antillas, en su segundo viaje en 1943. La primera
mencion oficial de la palabra “rum” aparece en un documento del gobernador de Jamaica
en 1661, y es probable que el origen de esta palabra provenga del nombre cientifico de
la cafa de azucar “saccharum officiarum” (Bernad, S F).

Elaboracion

Para iniciar, las materias primas (alcoholes, mieles, melazas, soda, acido), son
transportadas en camiones cisterna hacia las instalaciones de la Fabrica de Licores y
Alcoholes de Antioquia. Las melazas se descargan con ayuda de vapor a un tanque de
recepcién; con bombas se realiza el trasiego hacia los tanques de almacenamiento. La
melaza es enviada a la planta de fermentacion, la cual es diluida con agua y acido, y es
calentada con vapor con el fin de eliminar bacterias. El sustrato es enviado a tanques
donde se adicionan fuentes de nitrégeno y fosforo, estos se inoculan con levadura, y alli
ocurre la transformacion bioquimica de las fuentes de azucares en alcohol, a este
proceso se le llama fermentacion y el producto que se obtiene de este se conoce como

vino, este es llevado a la torre de destilacion donde pasara por tres etapas (separacion,
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concentracion y rectificacion) hasta obtener el alcohol para el Ron. El alcohol obtenido
del proceso de destilacion es almacenado en tinas. Luego el alcohol es sometido a
andlisis fisicoquimico y sensorial para verificar el cumplimiento de los estandares de
calidad bajo norma técnica colombiana. El alcohol de ron, conforme por la direccion de
aseguramiento de la calidad, es trasegado por las respectivas bodegas de afiejamiento.
Se almacena en toneles de roble blanco americano (Select One Jack Daniel’s) de una
sola siembra de whiskey o bourbon; para su posterior afiejamiento de 3, 5y 12 afos, en
condiciones ideales que confieren a los productos sus caracteristicas. El maestro ronero,
transcurrido el tiempo de afiejamiento, selecciona los toneles para realizar la respectiva
preparacion y blended, conservando el perfil de cada uno de los rones. Después del
afiejamiento y preparacién, se realiza el envasado del producto (Fabrica de Licores y
Alcoholes de Antioquia, 2016).

“Los rones se pueden dividir en dos clases: blanco (los rones se filtran para
eliminar cualquier color adquirido durante el envejecimiento) y los rones oscuros o
envejecidos” (Pino, Tolle, Gok, Winterhalter, 2011, 1436).

Afejamiento

“La maduracion se ha hecho durante cientos de afios para mejorar el sabor y el
olor de las bebidas espirituosas, convirtiéendose en parte integral del proceso de
produccion de bebidas alcohdlicas de alta calidad, como brandy, whisky, cognac,
armagnac, ron” (Cernisev, 2016, 281).

Para dicho proceso, se utiliza toneles o barriles de madera que reciben un

tratamiento térmico previo para el proceso de afiejamiento, segun (Conner,
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Reid y Jack, 2003, 216) el principal efecto del tratamiento térmico es la
degradacion de los polimeros de madera para formar compuestos de color
y sabor. La mayoria de los estudios en el pasado se han centrado en la
degradacion de la lignina para producir aldehidos aromaticos y acidos,
como la vainillina y el acido vanilico.
Nishimura y Matsuyama, 1989 (como se citd en Mosedale y Puech, 1998,
95) define que el afiejamiento es uno de los factores mas importantes y
mas costosos que influyen en la calidad de las bebidas destiladas. Una
amplia gama de bebidas alcohdlicas destiladas ahora se maduran en
barricas de roble, sobre todo los whiskies y aguardientes, pero también
muchos rones y licores. El proceso de maduracién y afiejamiento se
caracteriza por cambios en el color y sabor del espiritu maduro y una
disminucion tanto del volumen como del contenido alcohdlico. El tiempo
requerido para una maduracion satisfactoria varia segun las caracteristicas
del destilado crudo, el tamafio, los origenes de la madera y el tratamiento
del barril y el ambiente en el que se ha madurado el espiritu. EI cambio en
el sabor de los aguardientes maduros se debe a cambios en la composicion
y concentracién de compuestos que influyen en el sabor y aroma. Estos
cambios pueden ser causados por:

e Extraccion directa de compuestos de madera.
e Descomposicion de macromoléculas de madera y extraccion de

sus productos en el destilado.
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e Reacciones entre los componentes de la madera y los
componentes del destilado en bruto.
e Reacciones que implican sélo extractos de madera.
e Reacciones que afectan Unicamente a los componentes del
destilado.

e Evaporacion de compuestos volatiles.

Compuestos de interés

El Ron se deriva principalmente de la fermentacion y destilaciéon de la
melaza de azlcar. Una vez que el alcohol se obtiene de los procesos de
fermentacion y destilacion, se somete a otro procesamiento, tal como
percolacion a través de filtros de carbdn, envejecimiento en barricas de
roble y mezclas, lo que da al ron su sabor caracteristico, Nicol, 2003 (como
se citdé en Jorge A. Pino, 2011, 1436). El objetivo de Pino, 2006, 422, fue
analizar los compuestos voléatiles de diferentes rones envejecidos usando
Microextraccién en Fase Solida (SPME), Cromatografia de Gases (GC) y
Espectrometria de Masas (MS), los resultados arrojaron las
funcionalidades quimicas que confirman estar presentes en el ron como:
terpenoides, alcoholes, acetales, aldehidos, fenoles, cetonas, furanos,
acidos y benzopiranos.

La presencia de componentes volatiles en el ron, tales como alcoholes,
acetato de etilo, acido acético, ésteres etilicos y compuestos no volatiles,

originarios de las materias primas y los procesos de fermentacion,
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destilacion y envejecimiento, es esencial para definir la composicion de
bebidas y, proporcionar elementos para su distincion, mencionan
Regalado, Tolle, Pino, Wintehalter, Mendez, Morales y Rodriguez, 2011,
7358, dando introduccion a su trabajo que tuvo como objetivo, estudiar la
composicion fendlica del ron envejecido en barriles de roble y su capacidad
antioxidante, mediante tres diferentes ensayos in vitro de barrido de
radicales libres determinando su poder de reduccion, los resultados, para
el presente trabajo son de interés pues en la siguiente tabla se observa la

presencia de la Vainillina y el Siringaldehido:

Fraction-peak g (min) Compound A (max) MW ESI-MS/MS prominent ions (m/z)
F1-1 10.8 Gallic acid 270 170 169 [M—H]~, 125

F2-1

F2-3 18.6 Protocatechuic acid 259,293 154 153 [M—H]~, 109

F3-2

F3-3 19.4 o-Guaiacol® 283,308 124 123 [M—H]~. 108

F4-2 26.0 Protocatechualdehyde 280,310 138 137 [M-H]~

F5-1

F4-3 28.2 p-Hydroxybenzoic acid® 255 138 137 [M=H]-

F5-2

F4-4 297 o-Vanillin® 304 152 151 [M—H]~, 136, 108

F3-4 29.8 Methyl protocatechuate 304 168 167 [M—H]~, 109

F2-7 30.8 Peucedanol® 326 264 263 [M—H]|~, 245,233, 217,291, 163
F4-5 31.0 p-Vanillin 274 152 151 [M=H]-, 136, 108

F5-3 31.8 Homovanillic acid? 290 182 181 [M-H]-, 137

F3-6 32.5 p-Vanillic acid 260, 291 168 167 [M—H]-, 152, 123, 108
F4-6

F5-4

F2-9 33.8 Syringic acid 275 198 197 [M—H]~, 182, 153, 138, 121
F3-7

F6-1 36.8 Benzoic acid 283 122 121 [M=H]~

F4-7 37.4 Eudesmic acid? 263,312 212 211 [M—H]~, 167, 152

F2-10 374 Kaempferol® 365 286 287 [M+H]*. 271,227

F3-8 40.5 Ethyl gallate 271 198 197 [M—H]-, 169

F4-8

F2-11 40.7 3-(Carbethoxymethyl)-flavone® 320 308 307 [M-H]~, 261, 235

F1-11 40.8 Ellagic acid 365 302 301 [M—H]~, 284, 257, 229, 185
F5-5 42.7 Syringaldehyde 307 182 183 [M+H]", 155,123

F6-3 43.4 Ethyl vanillate 282,318 196 195[M-H]~, 135

F3-9 43.7 Ethyl syringate? 280 226 225 [M—H]-, 210, 166

F4-10 44.5 Spigenin® 320 270 271 [M+H]*, 243,211,183

F5-7 48.5 Genistein® 342 270 269 [M—H]-, 221

F5-8 49.9 Formononetin® 272 268 267 [M—HJ-, 223

Fb-6 499 Tectochrysin® 294 268 269 [M+H]", 251,225

F6-7 52.1 3-Benzyl-7-hydroxy-4-methylcoumarin® 297 266 265 [M-H]~. 221

* Tentative identification (based on the comparison of UV spectra, tg and MS with respective literature).

llustracion 1. Datos de espectroscopia y espectrometria de los compuestos
fendlicos del ron afiejado en barriles de roble

Fuente: Regalado et al., 2011.
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Segun Philp et al., 1989 (como se cita en Pérez, Sanz y Cabezudo, 1997,
427) la cantidad de componentes liberados por la madera durante el
envejecimiento dependera de las especies de madera, el tamafio del barril,
la historia del barril individual (incluyendo la fabricacion, el carbonizado y el
acondicionamiento inicial y el numero de veces que se utilizd
anteriormente) y las condiciones del almacenamiento, en el desarrollo de
este trabajo se elabor6 dos métodos de andlisis para cinco compuestos

volatiles de gran importancia en las propiedades sensoriales (cis y trans-p-
metil-Y-octalactona, eugenol, vainillina y siringaldehido) presentes en

cuatro tipos de roble, evidenciando para nuestra investigacion la presencia

de Vainillina y Siringaldehido, mostrada en la tabla 2.

Compound American French oak
oak
Allier Centre of France Vosges
trans-p-Methyl-y-octalactone 4.07 4.82 22.58 11.77
cis-B-Methyl-y-octalactone 37.02 27.82 25.36 4451
Eugenol 1.93 2.46 5.14 2,78
Vanillin 9,84 4.82 5.46 8.99
Syringaldehyde 2397 14.12 13.16 22.68
llustracién 2. Compuestos volatiles en g/g de madera en extractos

hidroalcohélicos de roble Americano y Francés (Allier, Vosges y centro de Francia)

por GC-MS

Fuente: Pérez et al., 1997.
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Vainillinay Siringaldehido
Contextualizacién

La vainilla es uno de los sabores mas populares del mundo. Su fragancia
floral y frutal combinada son un cuerpo profundo y aromatico lo hace Unico
y universalmente favorecido. Por lo tanto, la determinacion de la vainillina
es uno de los parametros mas importantes en los extractos naturales
(Valdez y Macias, 2007, 1201).

Y en el caso de las bebidas afiejadas, Puech, 1988 (como se cita en Blanco,
Redondo, Ribas y Queris, 2005, 25) afirma “que se podia producir una transformacion
del Siringaldehido en Vainillina, por lo que la presencia de dicho compuesto tendria méas
importancia de la que a priori se esperaba”

“La despolimerizacion de la lignina es uno de los muchos procesos existentes que
producen compuestos fendlicos funcionales con valor agregado como la Vainillina y el
Siringaldehido” (Mota, Rodriguez, Loureiro, y Rodrigues, 2016), proceso que se presenta
en el afiejamiento.

Determinacion de Vainillinay Siringaldehido por HPLC

(Blanco et al., 2005, 25), en su estudio de los compuestos fendlicos en
extractos de roble en el proceso del tratamiento térmico de la madera,
presento como objetivo, establecer las mejores condiciones para el
tratamiento térmico de las virutas de roble y asi lograr las mayores
concentraciones de fenoles (Vainillina y Siringaldehido) en los extractos de

aguardientes con la consiguiente disminucion del tiempo de envejecimiento
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de los rones, utilizando la cromatografia HPLC para la determinacion de los
mismos. Las sustancias patrones que se utilizaron fueron el Siringaldehido
de la firma SERVA y la Vainillina de la firma ANALAR, se disolvieron en la
mezcla terciaria &cido sulfarico/metanol/propanol (180/30/5 v/v). Para la
determinacién de fenoles por HPLC se utiliz6 un cromatografo liquido
KNAUER con una columna Hypersil 5 ODS (250 mm; 4,6 mm d.i., 5m) la
determinacion se realizé de forma isocratica con una fase movil de &cido
sulfarico/metanol/propanol (180/30/5) a un flujo de 1 mL/ min., utilizando un
lazo de 20 L y se realizé la deteccion a una longitud de onda de 280 nm.
Los cromatogramas fueron procesados en el software BioCrom. Las
muestras se filtraron por una membrana de 0,45m de tamafio del poro y se
inyectaron al cromatdgrafo. Las soluciones estandar de calibracion
utilizadas para la cuantificacion consistieron en una mezcla de Vainillina,
Siringaldehido en un rango de concentraciones de 0.1145- 0.01145,
0.2391-0.02391 mg/mL respectivamente disuelta en la fase movil. Para las
dos variables estudiadas, la Vainillina y el Siringaldehido se ajustaron los
dos modelos cuadraticos con altos valores de coeficientes de correlacion
R2 y bajos coeficientes de variacion.

El objetivo de Gonzalez, Calderon y Cabeza, 2008, 58, en su trabajo de
cuantificacion de sustancias marcadoras de envejecimiento en quercus
humboldtii por HPLC a, fue estudiar la composicion quimica de sustancias

marcadoras de envejecimiento del roble colombiano sin tostar y tostado a
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180°C por tres horas, por HPLC. Para la determinacion y cuantificacion de
Siringaldehido y Vainillina por Analisis cromatografico, las muestras se
analizaron en fase reversa, en un cromatografo liquido Agilent 1100® con
bomba cuaternaria, columna supelcosil LC-18.DB de 5um 25 cm x 4,5 mm
a 40°C. Para la elucion de los compuestos se empledé una fase movil
compuesta por dos solventes: fase movil A compuesta por agua/acido
acético glacial (98/2) y una fase movil B compuesta por metanol/agua/acido
acético glacial (70/28/2), en gradiente con flujo del solvente de 1,25 ml/min.
Se cuantifico a una longitud de onda de 300 nm. Las inyecciones
cromatograficas se llevaron a cabo por triplicado para cada una de las
muestras, previa filtracion a través de filtros millipore de 0,45. La relacion
de Siringaldehido/Vainillina para el roble colombiano se fija en 1.43
atendiendo a las concentraciones encontradas, concordando con el trabajo
de Puech y Jouret (1982), que tras analizar las concentraciones de
Siringaldehido y Vainillina en muestras de origen perfectamente conocido,
llegaron a la conclusion de que dicha relacion debe estar comprendida
entre 1,4y 2,5, lo cual indicaria que existe un equilibrio entre los productos
de degradacion de la lignina (Siringaldehido y Vainillina).

(Regalado et al., 2011, 7358,) para el analisis cromatografico de las
fracciones de HSCCC se llevo a cabo en una LC-MS Bruker HCTultra ETD
Il (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania) con ionizacion por electrospray en

los modos positivo y negativo. El sistema de HPLC consistio en una bomba
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binaria Serie 1100 G1312A de HP, un muestreador automatico HP serie
1200 G1329B ALS SL y un detector de matriz de diodos serie HP 1100
(Agilent, Boblingen, Alemania). El sistema fue controlado por el software
Compass 1.3, con nitrégeno de gas seco con un flujo de gas de 10 ml/min
(350 C), se ajustd el nebulizador a 60 psi. Las separaciones se realizaron
usando una columna Synergi MAX-RP (250 mm x 4,6 mm, tamafio de
particula de 4 um con una columna (4,0 mm x 3,0 mm) llena del mismo
material (Phenomenex; ESTADOS UNIDOS). Como fases moviles (A)
agua/acetonitrilo/acido formico 87:3:10 (v /v /v) respectivamente y (B)
agua/acetonitrilo/acido formico 40:50:10 (v /v /v) con el siguiente gradiente:
0 min, 6% B; 20 min, 20% de B; 35 min, 40% de B; 40 min, 60% de B; 45
min, 90% de B; 55 min, 6% de B. El flujo se fij6 en 0,5 ml / min. El volumen
de inyeccion se ajusté a 20 pl.

(Schwarz, Rodriguez, Sanchez, Guillén y Barroso, 2014, 109), para el
andlisis fenolico uso, Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC).
La columna utilizada fue una ACQUITY UPLC C18 con las siguientes
dimensiones: diametro interno de 2,1 mm, longitud de 100 mm y tamafio
de particula de 1,7 ym. La temperatura de la columna se mantuvo
constante a 47 °C. Los polifenoles identificados y cuantificados fueron:
acido galico, acido 5-hidroximetilfurfural, acido protocatequidico, furfural,

protocatequualdehido, &cido p-hidroxibenzoico, &cido vanilico, p-
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hidroxibenzaldehido, metilfurfural, acido jeringa, vainillina, &cido p-carmico
y Siringaldehido.
Validacion de métodos
¢, Qué es validar un método?
Es basicamente el proceso para definir un requisito analitico, y la
confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las
aplicaciones requeridas. Inherente a esto esta la necesidad de evaluar el
desempeiio del método. Es importante la valoracion de la idoneidad del
meétodo; en el pasado la validacion del método se centraba solo en la
evaluacion de las caracteristicas de desempefio (Magnusson y Ornemark,
2014).
Necesidad de validar un método
Por requerimiento de la NTC/ISO/IEC 17025, en el numeral 5.4.2 El
Laboratorio debe utilizar los métodos de ensayo o de calibracion, incluidos
los de muestreo, que satisfagan las necesidades del cliente y que sean
apropiados para los ensayos o las calibraciones que realiza. Se deben
utilizar preferentemente los métodos publicados como normas
internacionales, regionales o nacionales (Magnusson y Ornemark, 2014).
¢, Cuando debe validarse un método?
En la NTC/ISO/IEC 17025, se solicita en el numeral 5.4.5.2 que el
Laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos que se

disefia o0 desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera del



23
alcance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de los
métodos normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para el
fin previsto. La validacion debe ser tan amplia como sea necesario para
satisfacer las necesidades del tipo de aplicacion o del campo de aplicacion

dados (Magnusson y Ornemark, 2014).

Parametros de validacion

Selectividad

Es el grado en el que un método puede ser utilizado para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros
componentes de comportamiento similar segun IUPAC 2011 (como se citd
en Magn.usson y Ornemark, 2014).

La selectividad de un procedimiento debe ser establecida para métodos
desarrollados internamente en el laboratorio, métodos adaptados de la
literatura cientifica y métodos publicados por organismos de
estandarizacion utilizados fuera del alcance especificado en el método
estdndar. Cuando los métodos publicados por organismos de
normalizacion son aplicados dentro de su alcance, la selectividad
usualmente habra sido estudiada como parte del proceso de normalizacion

(Magnusson y Ornemark, 2014).



Tabla 1. Selectividad

Qué hacer

Cuantas veces

Qué calcular/determinar a
partir de la informacion
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Comentarios

Analice muestras de
ensayo y material de
referencia por el

Use los resultados de las
técnicas confirmatorias para
evaluar la capacidad del método
para confirmar la identidad del

Decida qué cantidad
razonable de
informacién adicional
es necesaria para

método y otros analito y su capacidad para

métodos . < O conferir suficiente
. . medir el analito aislado de otras LT
independientes. ; ; confiabilidad.
interferencias.

Si la deteccion o
Examine el efecto de las cuantificacién es

interferencias. ¢La presencia de inhibida por las

1 la interferencia inhibe la interferencias, sera

Analice muestras de
ensayo conteniendo
varias interferencias
sospechadas en la

. deteccién y cuantificacion de los | necesario continuar
presencia de los .
. . P analitos? con el desarrollo del
analitos de interés. ~
método.

Fuente: Magnusson y Ornemark, 2014.

Limite de deteccion y limite de cuantificacién
Limite de deteccion: se define como la concentracion neta minima
detectable de la variable (Magnusson y Ornemark, 2014).
Limite de cuantificacion: se define como la concentracion minima que
puede ser cuantificada en el equipo (Magnusson y Ornemark, 2014).
Los siguientes puntos deberian ser considerados en el momento de
determinar LD y LC en un experimento que consiste en una Unica réplica:
Muestras adecuadas para estimar LD y LC: Las muestras usadas deberian
ser preferentemente o bien a) muestras blanco, es decir, muestras que no
tengan cantidades detectables de analito, o b) muestras de ensayo con
concentraciones de analito cercanas o por debajo del LC esperable

(Magnusson y Ornemark, 2014).
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Asegurar un replicado representativo: La desviacion estandar deberia ser
representativa del desempefio del método tal como se aplica en el
laboratorio, es decir, la desviacion estandar debe ser calculada basandose
en resultados obtenidos cuando el andlisis se efectia exactamente de
acuerdo a todo el procedimiento de medicion documentado, incluyendo
cualquier paso de preparacion de muestra. Los valores usados para
calcular la desviacion estandar (So) deberian informarse en las unidades de
medicion especificadas en el procedimiento (Magnusson y Ornemark,
2014).
Numero de observaciones: El nUmero de réplicas (m) deberia ser suficiente
para obtener un estimado adecuado de la desviacion estandar.
Tipicamente se consideran necesarias de 6 a 15 réplicas; usualmente se
recomiendan 10 réplicas (Magnusson y Ornemark, 2014).
Considerar el promedio: En varios procedimientos de medicion se reporta
el promedio de las réplicas durante el uso de rutina del método, donde cada
replicado se obtiene siguiendo el procedimiento de medicién entero. En
este caso, la desviacion estandar de cada resultado Unico so deberia ser
corregida dividiéndola por la raiz cuadrada de n, donde n es el nUmero de
réplicas promediadas en el uso de rutina (Magnusson y Ornemark, 2014).

Intervalo de trabajo

Es el intervalo en el cual el método proporciona resultados con una

incertidumbre aceptable. El extremo inferior del intervalo de trabajo esta
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determinado por el LC. El extremo superior del intervalo de trabajo esta
definido por las concentraciones a las cuales se observan anomalias
significativas en la sensibilidad analitica (Magnusson y Ornemark, 2014).
El intervalo de trabajo del método que se va a validar, debe indicarse en el
alcance del procedimiento documentado. Durante la validacion, es
necesario confirmar que el método puede utilizarse en este intervalo. Para
evaluar el intervalo de trabajo, el laboratorio tiene que considerar tanto la
linealidad del método como el procedimiento de calibracion propuesto
indicado en el método (Magnusson y Ornemark, 2014).

Para evaluar el intervalo de trabajo del método, 1) muestras con
concentraciones conocidas y blancos de muestra deberian estar
disponibles; 2) las muestras utilizadas deberian someterse al
procedimiento de medicidbn completo; 3) las concentraciones de las
diferentes muestras deben cubrir, de preferencia, todo el rango de interés;
y 4) el instrumento deberia haber sido calibrado de acuerdo con el
procedimiento de calibracion propuesto. El resultado de medicién para
cada muestra de ensayo se calcula de acuerdo con el procedimiento
documentado en la tabla 2. Estos valores se grafican en el eje y en funcion
de las concentraciones conocidas de las muestras (eje x) como en la
ilustracion 3. El intervalo de trabajo y la linealidad del método se evalian
mediante una inspeccion visual del grafico, con el apoyo de estadisticas y

un grafico de residuales de una regresion lineal. La evaluacion del intervalo
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de trabajo se sustentard con datos de estudios de precision y sesgo,

siempre que estos estudios cubran las concentraciones en todo el intervalo

de trabajo del método. Se debe establecer el intervalo de trabajo del

método para cada matriz cubierta en el alcance del método. Esto se debe

a que las interferencias pueden producir respuestas no lineales, y la

capacidad del método para extraer/recuperar el analito puede variar con la

matriz de la muestra (Magnusson y Ornemark, 2014).

Tabla 2. Intervalo de trabajo

Qué hacer

Cuantas

Qué calcular a partir de

Qué hacer

1) Medir un blanco
mas patrones de
calibracion, a 6-

veces

los datos

Graficar las respuesta
(eje y) en funcién de la
concentracion (eje x).

Esto dara una
confirmacion visual
de si el intervalo de

trabajo del
instrumento es lineal
0 no.

Nota: Cuando la
sefal no es
directamente

veces a 6-10
concentraciones
espaciadas

10 Examinar visualmente .
i ara identificar el rango proporcional a Ia
concentraciones ! FI)ineal aproximado y los concentracion, por
espaciadas i proximado 3]: : ejemplo, al trabajar
uniformemente imites superior e inferior con pH U otros
del intervalo de trabajo :
en el rango de del instrumento J electrodos de ion
interes. ' selectivo o métodos
inmunométricos, se
Luego pasa a 2) ,
requiere una
transformacion de
los valores medidos
antes de que se
pueda evaluar la
linealidad.
2) Medir un blanco Graficar la respuesta en Esta etapa es
mas patrones de el (eje y) en funcion de la necesaria para
> patro concentracion (eje Xx). ensayar un intervalo
calibracion, 2-3 : : :
1 Examinar visualmente de trabajo, que se

para determinar valores
atipicos que quiza no se
reflejen en la regresion.

considere lineal y
especial mete en el
qgue el método utilice
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uniformemente
en el rango lineal.

Calcular las estadisticas
de regresion apropiadas.
Calcular y graficar los
residuales (la deferencia
entre el valor observado
de y y el valor calculado
de y pronosticado por la
linea recta, para cada
valor de x). La
distribucién aleatoria de
residuales en torno a
cero confirma la
linealidad. Las
tendencias sistematicas
indican la no linealidad o
un cambio de varianza
con el nivel.

una calibracion de
dos puntos.

Si la desviacion
estandar es
proporcional a la
concentracion,
entonces considerar
utilizar un calculo de
regresion ponderado
en vez de una
regresion lineal no
ponderada simple.

Es peligroso eliminar
un valor atipico sin
verificarlo primero

utilizando otras
mediciones a
concentraciones
cercanas.

En ciertas
circunstancias, para
la calibracion de
instrumentos, puede
ser mejor tratar de
ajustar una curva no
lineal a los datos. En
ese caso, se debe
incrementar el
ndmero de
muestras. Por lo
general, no se
recomienda el uso
de funciones
superiores a las
cuadraticas.

3) Calibrar el
instrumento de
acuerdo con el

procedimiento de

calibracién
propuesto. Medir,
de acuerdo con

el método
documentado, un

blanco mas

Graficar la concentracion
medida (eje y) en funcion
de la concentracion de
las muestras de ensayo
(eje x).

Examinar visualmente
pata identificar el rango
lineal aproximado y los

Este paso se
requiere para
evaluar si el rengo
propuesto del
instrumento y
procedimiento de
calibracion son
aptos para el uso.
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materiales de
referencia o
blancos de
muestras
adicionadas 2-3
veces a 6-10
concentraciones
espaciadas
uniformemente

limites superior e inferior

del intervalo de trabajo.

Calcular las estadisticas

de regresion apropiadas.

Calcular y graficar los
residuales (la diferencia
entre el valor observado
de y y el valor calculado

Si pueden

encontrarse datos

en estudios de
precision y sesgo

se requiera otro

de trabajo del

que cubren el rango
de interés, quiza no

estudio del intervalo

en el rango de de y pronosticado por la método.
interés. linea recta, para cada
valor de x). La
distribucién aleatoria de
residuales en torno a
cero confirma la
linealidad. Las
tendencias sistematicas
indican la no linealidad.
Fuente: Magnusson y Ornemark, 2014.
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calibracion

llustracién 3. A) Ejemplo tipico de una curva de respuesta obtenida con un
método instrumental. Se identifican las caracteristicas de desempeno “intervalo
de trabajo”, “intervalo lineal”, “sensibilidad analitica”, “LD” Y “LC”. B) Ejemplo

tipico de una curva obtenida

Fuente: Magnusson y Ornemark, 2014.



Determinacion del sesgo
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Una determinacion practica del sesgo se basa en la comparacion de la

media de los resultados, el método candidato con un valor de referencia

adecuado (ref x).*Existen tres enfoques generales: a) andlisis de materiales

de referencia, b) experimentos de recuperacion utilizando muestras

adicionadas, y c) comparacién con resultados obtenidos mediante otro

método, Tabla 3 Los estudios de sesgo deben cubrir el alcance del método

y, por lo tanto, pueden requerir el andlisis de diferentes tipos de muestra

y/o diferentes niveles de analito (Magnusson y Ornemark, 2014).

Tabla 3. Sesgo

Qué hacer

Cuantas veces

Qué calcular a partir de los

datos

comentarios

a) Medir el material

Comparar el valor medido, [J
con el valor de referencia Xret
para el material de
referencia. Calcular el sesgo,
b, (%) o la recuperacion

Da una medida del
sesgo tomando en

; 10 relativa el porcentaje
de referenma_en el P& t cuenta los efectos del
método candidato (recuper&ion aparente). !
: b= — xref sesgoI dsl método y del
—x aboratorio.
b(%) = —2" ¥ 100
xref
R(%) = X 100
xref
Comparar la diferencia entre Sn?u(:aes?rear; (;%rigipoar:;‘;;ass
el valor medido de adiciones A las mism
b) Medir blancos de 0’y el valor medido 1, con la cc:n astr Sn as
matriz o muestras concentracion afiadida muestras no
o adicionadas para
de ensayo no Xadicion. ovaluar la
adicionadas y Calcular la recuperacion 9
o 10 lativa de adici R (% recuperacion neta de
adicionadas con el relativa de adiciones R’(%) a 2. adicion
analito de interés las dlflaremes
; concentraciones: .
en un intervalo de ;o Las recuperaciones a
concentraciones. R (%) = x 100 partir de muestras
Xadicion adicionadas o blancos

de matriz
generalmente seran
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mejores que para
muestras de rutina en
las cuales el analito
esta mas fuertemente
ligado.

c) Medir el material
de

referencia/muestra
de ensayo
utilizando el

método candidato
y el método
alternativo.

10

Medir el material de
referencia/muestra de
ensayo utilizando el método
candidato y el método

alternativo.

b= — xref
5 X,
b(%) = 21" x 100
xref
R(%) = X100
xref

Da una medida del
sesgo en relacion con
el método alternativo.
El método alternativo
puede ser un método
de referencia o, si la
intencién es sustituir
un método por otro y

hace falta demostrar el
desempefio
equivalente, un
método utilizado
actualmente en el
laboratorio.

El método alternativo
por si mismo puede
estar sesgado, en cuyo
caso el experimento no
dara una medicién
absoluta de la
veracidad.

NOTA: El sesgo puede variar con la matriz y el nivel de concentracién, lo cual significa que el nimero
de matrices y niveles de concentracién que se va a examinar, debe indicarse en el plan de validacion.

Fuente: Magnusson y Ornemark, 2014.
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Precisién

La repeticion es esencial para obtener estimaciones fiables de
caracteristicas de desempefio del método, tales como la precision y el
sesgo. Los experimentos que implican andlisis repetidos deben ser
disefiados para tener en cuenta todas las variaciones en las condiciones
operativas que se pueden esperar durante el uso rutinario del método. El
objetivo deberia ser determinar la variabilidad tipica y no la variabilidad
minima. Las submuestras del material de ensayo seleccionado se analizan
por replicado en condiciones de repetibilidad a través de un numero de
diferentes series de medida, con una variacion maxima en condiciones
entre las series de medida (diferentes dias, diferentes analistas, diferentes

equipos, entre otros) (Magnusson y Ornemark, 2014).



Tabla 4. Precisién

Qué hacer

Cuantas veces

Qué

calcular/determinar
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Comentarios

Medir materiales de
referencia (MR),
muestras excedentes
de ensayos o
blancos de muestra
adicionados a
diversas
concentraciones en
todo el intervalo de
trabajo. La
repetibilidad y la
precision intermedia
se pueden
determinar a partir de
estudios por
separado (véase a) y
b) o
simultdneamente en
un solo estudio (ver

de los datos

C).

a) Mismo equipo
y mismo
ar)allsta, Determinar la Estimar la desviacién
mismo 6-15 réplicas para desviacién estandar estandar de
laboratorio, cada material. (S) de los resultados | repetibilidad S, para
plazo para cada material. cada material.?
prolongado
de tiempo.

b) Analistasy
equipos
diferentes,
mismo
laboratorio,
plazo
prolongado
de tiempo.

6-15 réplicas para
cada material.

Determinar la
desviacion estandar
(S) de los resultados
para cada material.

Estimar la desviacién
estandar de la
precisién intermedia
S;para cada
material.

c) Analistasy
equipos
diferentes,
mismo
laboratorio,
plazo

6-15 grupos de
medidas duplicadas®
obtenidas bajo
condiciones de
repetibilidad en
dias/equipos

Calcular la desviacion
estandar de
repetibilidad de los
resultados de la
ANOVA para cada
material.

Estimar la desviacién
estandar de
repetibilidad S, para
cada material.
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prolongado
de tiempo.

diferentes para cada
material.

Calcular la desviacion
estandar entre grupos
de los resultados de la
ANOVA y combinarla
con la desviacion
estandar de
repetibilidad para
cada material.

Estimar la desviacién
estandar de la
precision intermedia
Sipara cada
material.

d) Analistasy
equipos
diferentes,
laboratorios
diferentes,
plazo

prolongado
de tiempo.

6-15 grupos de
medidas duplicadas®
obtenidas bajo
condiciones de
repetibilidad en
diferentes
laboratorios para
cada material.

Calcular la desviacion
estandar de
repetibilidad de los
resultados de la
ANOVA para cada
material.

Calcular la desviacion
estandar entre
laboratorios de los
resultados de la
ANOVA y combinarla
con la desviacién
estandar de
repetibilidad para
cada material.

Estimar la desviacién
estandar de
repetibilidad S, para
cada material.

Estimar la desviacion
estandar de
reproducibilidad Sgr
para cada material.
Esto requiere una
comparacion
especial entre
laboratorios (“ensayo
colaborativo”).

2Una desviacion estandar de repetibilidad también se puede estimar al reunir varios conjuntos

pequefios de datos, por ejemplo, n=2, de diferentes dias.

b Las mediciones duplicadas dentro de cada grupo proporcionara un numero equilibrado de
grados de libertad para las estimaciones las desviaciones estandar inter y entre grupos.
Aumentando el nimero de repeticiones por grupo aumentara el nimero de grados de libertad
asociados con la estimacion de la repetibilidad.

Fuente: Magnusson y Ornemark, 2014.
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Robustez

La “robustez” de un procedimiento analitico es "una medida de su
capacidad para permanecer no afectado por pequefias variaciones
premeditadas de los parametros del método. La robustez proporciona una
indicacién de la fiabilidad del método durante su uso normal” segun ICH
2005 (como se cité en Magnusson y Ornemark, 2014.)
En cualquier método habra ciertas etapas que, si no se realizan con
suficientemente cuidado, tendran un efecto significativo en el desempefio
del método e incluso puede resultar que el método no funciona en absoluto.
Estas etapas deberian ser identificadas, por lo general como parte del
desarrollo del método, y si es posible, su influencia en el desempefio del
método evaluado utilizando una "prueba de resistencia" ("prueba de
robustez ). La AOAC ha definido este término y describe una técnica
establecida para la forma de llevar a cabo una prueba de este tipo utilizando
un disefio experimental PlackettBurman. Un "ensayo de robustez" implica
hacer cambios deliberados en el método, e investigar el efecto subsiguiente
en el desempefio.* A continuacion, es posible identificar las variables en el
método que tienen el efecto mas significativo y garantizar que, cuando se
utiliza el método, estan controladas estrictamente. Donde hay una
necesidad de perfeccionar mas el meétodo, las mejoras se pueden
probablemente hacer mediante la concentracion en aquellas partes del

meétodo conocidas por ser criticas. La robustez de un procedimiento debe
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ser establecida para los métodos de desarrollo interno, métodos adaptados
de la literatura cientifica y los métodos publicados por organismos de
normalizacion utilizados fuera del alcance especificado en el método
estandar. Cuando se utilizan métodos publicados por organismos de
normalizacion dentro del alcance de aplicacion del método, la robustez por
lo general ha sido estudiada como parte del proceso de normalizacion. Por
lo tanto un estudio de robustez se encuentra en la mayoria de los casos no
necesariamente en el nivel de un solo laboratorio. La informacion sobre la
robustez se debe indicar en el procedimiento del laboratorio en forma de

los limites de tolerancia establecidos para los parametros experimentales

criticos (Magnusson y Ornemark, 2014).

Tabla 5. Robustez

Qué hacer

Cuantas veces

Qué

calcular/determinar de

Comentarios

Identificar las variables
que podrian tener un
efecto significativo en

el desempefio del
método.

Establecer
experimentos
(analizando material de
referencia o muestras
de ensayo) para
supervisar el efecto en
los resultados de la
medida cambiando de
forma sistematica las
variables.

Evaluado mas
efectivamente
utilizando disefios de
experimentos. Por
ejemplo: 7 parametros
se pueden estudiar en
8 experimentos
utilizando un disefio de
experimentos.

los datos
Determinar el efecto de
cada cambio de
condicion en los
resultados de la medida.

Clasificar las variables
segun el mayor efecto
sobre el desempefio del
método.

Realizar pruebas de
significacién para
determinar si los efectos
observados son
estadisticamente
significativos.

Disefiar el control de
calidad o modificar el
método para controlar

las variables criticas,
por ejemplo, indicando
los limites de tolerancia

adecuados en el
procedimiento
operativo estandar.

Fuente: Magnusson y Ornemark, 2014.
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Metodologia

Material de referencia

Estandar de Vainillina (Merck), de pureza 99,0%, nimero de lote S5651218 306 e
incertidumbre por el proveedor de +0,5.

Estandar de Siringaldehido (Merck), de pureza 97,0%, niumero de lote S29672
141 e incertidumbre por el proveedor de £0,5.
Principio del método

Consiste en la separacion por afinidad polar o apolar de los compuestos a través
de una columna cromatografica y una fase maévil a alta presién, con la grafica del area
de los compuestos Siringaldehido y Vainillina contra la concentracion de los diferentes
estandares se determina por interpolacion la concentracion de Siringaldehido y Vainillina
en rones para analisis.
Montaje del método

Calibracién de Siringaldehido y Vainillina (estas soluciones deben ser inyectadas
el mismo dia de su preparacion preferiblemente, deben ser almacenadas en la nevera
aproximadamente a unos 4°C) protegidas de la luz o en viales de vidrio &mbar.

Las curvas se realizan por separado para cada compuesto.

Se ha determinado que para realizar el montaje del método cromatografico, se
deben seguir las siguientes etapas:

Condiciones cromatograficas del método

Horno: Temperatura en 40,0°C durante toda la corrida cromatografica. Tiempo

total de corrida 13,0 minutos.
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Bomba: Bomba cuaternaria con un flujo de 2,0 mL/min de una mezcla de
Metanol/Agua al 22/78.
Columna: Agilent 5 TC-C18 (2) de 250 X 4.6mm
Detector: Ultravioleta a 311 nm con un ancho de banda de 4 nm.
Sefal: Obtencion de datos 5 Hz
Inyector automaético: Inyeccion estandar de 10 pL
Equipo y materiales
Cromatografo liquido de alta presion (HPLC modelo Agilent 1260 Infinity) con
detector UV, equipado con software de cromatografia (HP GC ChemStation)
Balanza analitica de precision minima de £ 0.0001 g
Balon volumétrico aforado CLASE A de 1000 mL
Balones volumétricos aforados CLASE A de 100 mL
Pipetas volumétricas CLASE A de 10, 20 y 50mL
Metanol para cromatografia HPLC (grado cromatogréfico)
Alcohol extra neutro de 96%vol
Agua Tipo | para HPLC
Jeringas
Filtros de jeringa de 0.45 micras
Viales de cromatografia de 1,5 mL
Una vez establecidas las condiciones apropiadas de operacion del cromatégrafo

liquido (carpeta del equipo), se procede al montaje del método.
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Preparacion de solucion madre de Siringaldehido y Vainillina: Pesar
alrededor de 0,1 g de Siringaldehido y Vainillina (con exactitud de 0,0001 g en un pesa-
sustancias) y transferirlo cuantitativamente con agua Tipo | en un balén volumétrico de

100mL (solucion de 1000 mg/L).

Preparaciéon de soluciones estandar de Siringaldehido y Vainillina: Preparar
todas las soluciones patrén por triplicado en balones de 100 mL, de 1, 3,5, 7y 9 mg/L

por diluciéon partiendo de la solucién madre de 1000 mg/L, aforar con agua tipo |I.

Tratamiento de las soluciones estandar para inyectar: Todas las soluciones
patron se filtran a través de filtros de jeringa con membrana de polietileno y 0,45um antes

de ser inyectadas en el HPLC.

Curva de calibracion: Colocar la muestra en un vial cromatogréfico, llendndolo
hasta no mas de 1,5 mL y proceder a inyectar 10 uL de cada una de las soluciones
estandar, en el cromatégrafo HPLC y seleccionar la mejor curva posible con las

posibilidades del software.

Preparacion de la muestra: Las muestras deben ser diluidas con factor de
dilucion de 2,5 en balones volumétricos, en todos los casos las muestras a inyectar deben
estar filtradas o limpias, pues de no ser asi esto afecta la vida util de la columna

cromatografica.
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Inyeccion de la muestra en el cromatografo HPLC: La muestra una vez
preparada debe inyectarse en el cromatografo, con la programacién de los valores para
el factor de dilucion y factor multiplicador (para los estandares de calibracion estos dos
factores son iguales a 1).

Validacion del método

El método para la determinacion de la edad de rones cuantificando Vainillina y
Siringaldehido por HPLC, se valid6 para selectividad, linealidad, LD y LC, precision
(intermedia y repetibilidad), exactitud (recuperacion) y robustez de acuerdo a la guia
EURACHEM 2014. La selectividad se ensay0 realizando por triplicado la inyeccién de
tres muestras con las siguientes caracteristicas: primera muestra, agua tipo |, la cual se
uso para preparar las diluciones, por lo que no debe contener los analitos de interés ni
compuestos interferentes para estos, segunda muestras, ron 3 afios, esta es la matriz de
la que se espera contenga los analitos de interés y sus demas componentes no
interfieran en la cuantificacién de estos, y la tercera muestra es la matriz enriquecida con
los analitos, el cual se espera que aumenten la concentracion de los analitos. Se preparé
las diluciones para la curva de calibracibn adaptada a la matriz para cinco
concentraciones (1,0- 3,0- 5,0- 7,0 y 9,0 mg/L) de Vainillina y Siringaldehido en agua tipo
| para la curva de calibracion del sistema y ron 3 afios para la curva de calibracion del
meétodo, la linealidad se calculé usando estas cinco concentraciones por triplicado. Los
valores de LD y LC se calcularon a partir de las curvas de calibracion obtenidas de cada

analito. Se analiz6 la precision intermedia y la repetibilidad, con el nivel medio de la curva
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de calibracion, inyectando por dos dias 7 veces cada dia y por el mismo analista dicha
concentracion, para la repetibilidad y para la precision intermedia se inyecto por tres dias
7 veces cada dia, por dos analistas. La exactitud se obtuvo al inyectar los niveles bajo,
medio y alto de la curva de calibracion, cinco veces cada nivel y determinando con ello
la desviacion estandar, el coeficiente de variacion y la recuperacion. La robustez se
analizo identificando aquellos factores que posiblemente afectarian los resultados finales
obtenidos a través de este, se seleccioné el flujo, la temperatura del horno y la
composicion de la fase movil, tomando como valores maximos los valores establecidos
en el procedimiento y como minimos 1,9 mL/min para el flujo, 30°C para la temperatura
del horno y agua/metanol 77/23 para la composicion de la fase mévil. Por ultimo la
incertidumbre de medicion se estimé basado en los lineamientos establecidos en la
“Guide to the Uncertainty of Measurement” (GUM)1 y en la EURACHEM/CITAC “Guide
Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement 2 nd. Ed. a partir de los datos de
validacion proporcionados durante cada etapa del procedimiento analitico. Se
consideraron cinco fuentes de incertidumbre para cada analito, la dilucion mayor, la
repetibilidad, los instrumentos y equipos de medicidn, la concentracion de los estandares
y la curva de calibracion. Asi, la incertidumbre expandida se calculé6 multiplicando la
incertidumbre estdndar combinada con un factor de cobertura (k=2) que produce un nivel
de confianza de ~95%.

Para determinar los parametros de aceptacion de la validacion, se hace uso

comunmente de mediciones estadisticas, como son:
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Media: Conocida también como media aritmética o promedio, es la cantidad total

de la muestra distribuida a partes iguales entre cada observacion.

_Ix

n

X

Siendo:
xi = valor de una lectura
n = ndmero de lecturas

(Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Desviacion estandar (o, S): Es el promedio de lejania de los valores obtenidos

~ /zi=1(xi - X)
= n—1

(lecturas) respecto del promedio.

Siendo:

Xj = valor de una lectura

X = promedio de la totalidad de lecturas

n = ndmero de lecturas

(Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Coeficiente de Variacion (CV): Desviacion estandar dividida por la media. También
es conocida como desviacion estandar relativa (RSD). El CV puede ser expresado en

Siendo:
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S = desviacion estandar de las lecturas

X = promedio de la totalidad de lecturas

(Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Varianza: Es una medida de dispersion definida como el cuadrado de la desviacion

estandar.

i=1(x; — X)?
n—1

SZ

xi = valor de una lectura

X = promedio de la totalidad de lecturas

n = ndmero de lecturas

(Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Distribucion normal: Distribucion continua conocida también como
distribucién Gaussiana, la distribucion normal de una variable normal esta
completamente determinada por dos parametros, su medida y su
desviacion estandar, denotadas generalmente por p y ¢. La distribucion
normal se caracteriza por tener una Unica moda, que coincide con su media
y su mediana. Su expresion grafica es una curva normal, cuya forma es
similar a los histogramas con forma de campana, es conocida como
campana de gauss que es simétrica respecto a su media y asintética al eje
de abscisas, esto hace que cualquier valor entre -« y +~ es tedricamente

posible. El area total bajo la curva es, por lo tanto, igual a 1. Para este tipo
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de variables existe una probabilidad de un 50% de observar un dato mayor
gue la media, y un 50% de observar un dato menor (Instituto de Salud

Pdblica Chile, S F).

b82%
95%
99.7%

-3 -Io -0 u +0 +26 +3C

llustracion 4. Campana de Gauss

Fuente: Instituto de Salud Publica Chile, S F.

La probabilidad de que Xo caiga en el intervalo comprendido entre g £ o es

aproximadamente 0,687 o0 68,27% (Instituto de Salud Publica Chile, S F).
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La probabilidad de que Xo caiga en el intervalo comprendido entre p + 20 es
aproximadamente 0,9545 o 95,45% (Instituto de Salud Publica Chile, S F).

La probabilidad de que Xo caiga en el intervalo comprendido entre p + 30 es
aproximadamente 0,9973 0 99,73% (Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Nivel de significancia (Alfa, a): Es el nivel de significacion utilizado para calcular el
nivel de confianza. El nivel de confianza es igual a 100% (1 - a), es decir, un alfa (a) de
0,05 indica un nivel de confianza de 95% (Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Pruebas de significancia:

Prueba t- student para identificar errores sisteméaticos (sesgo): Esta prueba
permite comparar las medias de dos grupo de datos y determinar si entre
estos parametros las diferencias son estadisticamente significativas. En la
prueba t, se procede a determinar el valor t de student calculado, obtenido
de la experiencia analitica, y este valor posteriormente se compara con el
llamado valor critico, este valor critico se obtiene de la tabla de t-student
para un determinado porcentaje de confiabilidad (normalmente se utiliza el
95% de confianza, es decir, un valor a de 0,05). Si no existen diferencias
significativas entre 2 grupos, el t calculado deberia ser inferior al t critico (o
conocido también como t de tabla) (Instituto de Salud Publica Chile, S F).

Prueba F-Fisher para identificar errores aleatorios (precisiones): Prueba en
la que el estadistico utilizado sigue una distribucion F si la hip6tesis nula no
puede ser rechazada. En estadistica aplicada se prueban muchas hipotesis

mediante el test F, entre ellas: La hipétesis nula=Ho de que las medias de
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multiples poblaciones normalmente distribuidas y con la misma desviacion
estandar son iguales. Esta es, quizas, la mas conocida de las hipétesis
verificadas mediante el test F y el problema mas simple del andlisis de
varianza. Y la hipétesis de que las desviaciones estandar de dos
poblaciones normalmente distribuidas son iguales (Instituto de Salud

Publica Chile, S F).
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Resultados
Selectividad

Para verificar la selectividad del método, se inyectaron tres muestras, agua tipo |,
una solucion de los analitos en agua tipo | y ron 3 afios enriquecido. Los cromatogramas
obtenidos evidencian que las condiciones cromatogréaficas establecidas son especificas
para los analitos de interés.

Ademas, se realizé un andlisis de estadistica extendida sobre un Cromatograma
correspondiente al dia 1 de la repetibilidad (mostrado en la ilustracién 5), ya que en él se
presentan los analitos de interés, los datos presentados en las tablas 6 y 7 son un
promedio de los valores extraidos directamente del equipo y la tabla 8 presenta los
parametros de aceptacion.

CROMATOGRAMA

mAU

A
1

———VAINILLINA

—_SIRINGALDEHIDO

w
1

L&)
I
—_—

‘,/__7— .

] 5 10 15 min

llustracién 5. Cromatograma para analisis de la selectividad



Tabla 6. Resultados para la Vainillina
Estadistico TR (min) K’ S ‘ N

Inyeccién 1 9,041 5,24 0,98 3289
Inyeccién 2 9,048 5,24 0,99 3255
Inyeccion 3 9,047 5,24 0,99 3334
Inyeccion 4 9,052 5,24 0,97 3334
Inyeccion 5 9,056 5,25 0,96 3360
Inyeccién 6 9,057 5,25 0,95 3193
Promedio 9,050 5,243 0,973 3294
S 0,006 0,005 0,016 62,133
CV (%) 0,067 0,098 1,678 1,886
Tabla 7. Resultados para el Siringaldehido
Estadistico TR (min) K’ S \
Inyeccion 1 11,114 6,66 0,88 4076
Inyeccion 2 11,116 6,67 0,89 3988
Inyeccion 3 11,115 6,67 0,89 4064
Inyeccion 4 11,128 6,67 0,89 4008
Inyeccion 5 11,126 6,67 0,87 4170
Inyeccion 6 11,126 6,67 0,87 3960
Promedio 11,121 6,668 0,882 4044
S 0,0065 0,0041 0,0098 75,878
CV (%) 0,058 0,061 1,115 1,876

Tiempo de retencion (TR)

CV <5,0%

Tabla 8. Parametros de aceptacion
Parametro evaluado ‘ Criterio de aceptacion

Factor de capacidad (K’)

Entre 1,0y 10,0

Factor de simetria (S)

Entre 0,5y 2,0

Platos Tedricos (N)

Minimo 2000.

Resolucion (R)

Minimo 2

48
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Linealidad

Linealidad del sistema

Tabla 9. Valores para el sistema (donde sistema es la curva de calibracion
realizada en solvente

Analito Conce_ntraci()n Concentracion
Teorica (%) (mg/L)
20,124 1,10069
20 20,054 1,10069
20,698 1,10069
56,495 3,30206
60 57,834 3,30206
58,049 3,30206
96,273 5,50344
Vainillina 100 96,227 5,50344
95,906 5,50344
134,301 7,70482
140 135,038 7,70482
135,306 7,70482
172,702 9,90619
180 173,622 9,90619
173,488 9,90619
18,8561 1,00498
20 18,5122 1,00498
17,7612 1,00498
54,2378 3,01493
60 54,6625 3,01493
54,8550 3,01493
91,0698 5,02488
Siringaldehido 100 89,7110 5,02488
90,9764 5,02488
125,5791 7,03483
140 126,4837 7,03483
125,9459 7,03483
163,0661 9,04478
180 162,3385 9,04478
164,1771 9,04478
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llustracién 7. Curva de calibracion del sistema (Siringaldehido)



Tabla 10. Tratamiento estadistico

Parametro

para la linealidad del sistema
Valores obtenido para la

Valores obtenido para el
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Estadistico Vainillina Siringaldehido
b 17,4155 17,9632
a 0,5628 0,2857
r 0,9999 0,9999
Test de Hipétesis para la Pendiente
t exp b. 331,17 290,74
t tablar 2,14 2,14
Conclusion t exp b>>t tabla Por lo tanto,la | texp b>>ttabla Por lo tanto, la
pendiente es pendiente es
significativamente diferente de significativamente diferente de
cero cero
Test de Hipétesis para el Intercepto
t exp a. 1,692 0,801
t tablagp-=o,05; 14 214 214

g.l.)

Conclusién t exp a<ttabla Por lo tanto, el t exp a <t tabla Por lo tanto, el
intercepto NO es intercepto NO es
significativamente diferente de significativamente diferente de
cero cero
Limites de
Confianza para 17,30; 17,53 17,83; 18,10
la Pendiente
Limites de
confianza para -0,16; 1,28 -0,48; 1,06
el Intercepto
Test de Fisher para la Pendiente

Fexpb 109673,54 84528,69

F tabla 4,67 4,67

Conclusion Fexp > Ftabla Por lo tanto la Fexp > Ftabla Por lo tanto la
pendiente es significativamente | pendiente es significativamente

diferente de cero diferente de cero
Test de Fisher para la Linealidad

Fexpb 2,9231 1,5478

F tabla 3,71 3,71

Conclusion Fexp < Ftabla Por lo tanto la Fexp < Ftabla Por lo tanto la

respuesta del sistema es lineal

respuesta del sistema es lineal

De acuerdo con los resultados obtenidos en el tratamiento estadistico para el

intercepto, la pendiente y el analisis de Varianza (que evalla la linealidad y la regresion),

la metodologia analitica empleada tiene un comportamiento lineal presentando un valor
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de coeficiente de correlacion de 0,9999 para la Vainillina y el Siringaldehido, el cual no
es estadisticamente diferente de 1. El método de andlisis cumple con los parametros
estadisticos establecidos por La Fabrica de Licores y Alcoholes de Antioquia,
indicAndonos todo esto que existe linealidad, correlacion y regresion entre los resultados
obtenidos en el intervalo de concentraciones evaluadas, para los analitos en cuestion.
Igualmente, las curvas de calibracion obtenidas son convergentes al origen (no es
significativamente diferente de cero) y los limites de confianza obtenidos para el
intercepto cubren ampliamente la zona del cero. Las ecuaciones obtenidas para las
curvas de calibracion del sistema cromatografico son:

Ecuacion general

AREA — a

. mg
> = CONCENTRACION(T)

Siendo:
a = el intercepto de la curva de calibracion del sistema
b = la pendiente de la curva de calibracion del sistema

Para La Vainillina

AREA — 0,5628 _ v cenTRACION (™Y
17,4155 B ( L )
Para EIl Siringaldehido
AREA — 0.2857 _ v ceNTRACION (™
17,9632 B ( L )



Linealidad del método

Tabla 11. Valores

para el método (donde método es la curva realizada en matriz

Concentracion

Concentracion
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Teérica (%) Area (mglL)
18,4805 1,02292

33 17,8521 1,02292
18,8726 1,02292

52,9474 3,06877

66 54,1152 3,06877
52,5499 3,06877

89,3196 5,11461

100 87,7637 5,11461
83,6636 5,11461

128,5781 7,16045

134 126,4086 7,16045
130,4000 7,16045

165,7856 9,20630

167 157,6517 9,20630
164,6963 9,20630

18,438933 1,01893

45 18,541433 1,01893
18,427833 1,01893

54,384933 3,05680

73 53,043433 3,05680
53,474833 3,05680

88,356533 5,09467

100 89,429333 5,00467
90,178233 5,00467

126,58833 7,13254

127 126,15783 7,13254
131,58673 7,13254

159,97483 9,17041

155 161,95863 9,17041
163,70173 9,17041
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CURVA DE CALIBRACION DEL METODO

VALIDACION DE CUANTIFICACION DE VAINILLINA EN RONES
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llustraciéon 9. Curva de calibracion del método (Siringaldehido)




Tabla 12. Tratamiento estadistico

Parametro

para la lineali
Valores obtenido para la

dad del método
Valores obtenido para el

55

Estadistico Vainillina Siringaldehido
b 17,7862 17,7143
a -1,0302 0,0943
r 0,998594 0,999480
Test de Hipétesis para la Pendiente
t exp b. 67,91 111,78
; It)ab'a‘p:“"& 14 214 214
Conclusioén t exp b>>t tabla Por lo tanto, la t exp b>>t tabla Por lo tanto, la
pendiente es pendiente es
significativamente diferente de significativamente diferente de
cero cero
Test de Hipétesis para el Intercepto
t exp a. 0,6694 0,1016
t tablagp-o,05; 14 214 214

g.l)

respuesta del sistema es lineal

Conclusion t exp a <t tabla Por lo tanto, el t exp a <t tabla Por lo tanto, el
intercepto NO es intercepto NO es
significativamente diferente de |significativamente diferente de
cero cero

Limites de
Confianza para 17,22; 18,35 17,37; 18,06
la Pendiente
Limites de .
confianza para -4,35: 2,29 -1,90;2,10
el Intercepto
Test de Fisher para la Pendiente

Fexpb 4611,86 12494,92

F tabla 4,67 4,67

Conclusion Fexp > Ftabla Por lo tanto la Fexp > Ftabla Por lo tanto la
pendiente es significativamente |pendiente es significativamente
diferente de cero diferente de cero

Test de Fisher parala Linealidad

Fexpb 2,33 1,63

F tabla 3,71 3,71

Conclusion Fexp < Ftabla Por lo tanto la Fexp < Ftabla Por lo tanto la

respuesta del sistema es lineal

Comparacion Intercepto y pendiente

pendientes y los dos

texp a 1,0117 0,1926

texpb 1,3876 1,4634

t tabla 2,06 2,06

Conclusion t s <t tabla Por lo tanto las dos t s <t tabla Por lo tanto las dos

pendientes y los dos interceptos
son similares.

interceptos son similares.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el tratamiento estadistico para el
intercepto, la pendiente y el andlisis de Varianza (que evalla la linealidad), los resultados
obtenidos al ejecutar la técnica de analisis tienen un comportamiento lineal presentando
un valor de coeficiente de correlacion de 0,998594 y 0,999480 para la Vainillina y el
Siringaldehido respectivamente, los cuales no son estadisticamente diferentes de 1. Los
resultados obtenidos cumplen con los pardmetros estadisticos establecidos por la
Fabrica de Licores y Alcoholes de Antioquia, indicandonos que existe linealidad,
correlacion y regresion entre los resultados obtenidos en el intervalo de concentraciones
evaluadas, para los analitos en cuestion. Igualmente, la curva de calibracion obtenida es
convergente al origen (no es significativamente diferente de cero) y los limites de
confianza obtenidos para los parametros evaluados determinan los intervalos en que se

pueden esperar resultados que sean reproducibles y confiables.
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Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Tabla 13. Valores parael LDy el LC
Analito Conc. (mg/L) Area Promedio Desviacién Estdndar D.R.S

6,1833
6,3465 6,1052 0,2884 4,7
5,7857
10,6262
10,3922 10,4392 0,1685 1,6
10,2991
20,1075
20,1239 20,0951 0,0367 0,2
20,0538
5,8655
5,7790 5,8818 0,1118 1,9
6,0008
9,8244
9,9751 9,9218 0,0845 0,9
9,9659
19,0196
1,0080 18,8561 18,7960 0,2590 14
18,5122

0,3312

vainillina 0,5520

1.1040

0,3024

Siringaldehido 0,5040
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CURVA DE LINEALIDAD PARA LA PETERMINACION DEL LIMITE
DE CUANTIFICACION Y DETECCION DE VAINILLINA EN RONES

CONCENTRACION (mg/L)
== Curva de linealidad para determinar LC y LD

25,0000 -
20,0000 -
y =17,986x + 0,2995
< 15,0000 - R?=0,9993
3 ’
E 10,0000 -
@
<
5,0000 -
0,0000 T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
CONCENTRACION (mg/L)
=—¢-—Curva de linealidad Para determinar LC y LD
llustracion 10. Curva de linealidad del LD y LC (Vainillina)
CURVA DE LINEAL'IDAD PARA LA DETERMINACION DEL LIMITE
DE CUANTIFICACION Y DETECCION DE VAINILLINA EN RONES
20,0000 -
18,0000 -
16,0000 -
y = 18,169x + 0,5447
- 14,0000 T R2 - 0’9991
3 12,0000 -
< 10,0000 -
% 8,0000 -
\< !
6,0000 -
4,0000 -
2,0000 -
0,0000 . . T T . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

llustraciéon 11. Curva de linealidad del LD y LC (Siringaldehido)




59
Para cada uno de los analitos se obtuvieron los parametros de las rectas, en la

siguiente tabla se muestran los resultados.

Tabla 14. Evaluacién del LDy LC
Vainillina Siringaldehido

a= Intercepto 0,2995 0,5447
b=Pendiente 17,986 18,169
r 0,9993 0,9991
.. ., (3><| a |) 1 /L
Limitede Deteccion=~""'“1 = (mg/L) 0,029 0,052
b ‘\/ﬁ ’ ’
LimitedeCuantificai(’)nz(lLblal) x% (mg/L)| 0,096 0,173
n

Matematicamente los limites de cuantificacion y deteccion se muestran en la tabla
inmediatamente anterior pero experimentalmente se encontrd6 que los limites de
deteccién fueron de 0,1 mg/L, para los dos analitos; y los limites de cuantificacién fueron

de 0,3mg/L para los dos analitos.



Precisién

Repetibilidad

Tabla 15.Repetibilidad

Lectura
NO

Dia 1

para la Vainillina
Analistal - (EVELIN RAIGOZA)

60

Dia 2

7

Promedio
X

S

CV (%)
< 3,0%
Concepto

Tabla 16. Repetibilidad

Lectura
NO

Area Vainillina Concentracion Area Vainillina Concentracion
(mg/L) (mg/L)

90,0986 5,19437 87,2188 4,98999
91,7210 5,19437 86,4788 4,98999
90,8669 5,19437 87,0544 4,98999
90,9042 5,19437 86,9074 4,98999
91,7892 5,19437 87,1048 4,98999
92,9292 5,19437 88,7486 4,98999
91,0637 5,19437 87,3779 4,98999
91,3390 87,2701

0,9 N.A. 0,7 N.A.

1,0 0,8

CUMPLE

Dia 1

para el Siringaldehido
Analistal - (EVELIN RAIGOZA)

CUMPLE

Dia 2

7

Promedio
X

S

CV (%)
< 3,0%
Concepto

Area Concentracion Area Concentracion
Siringaldehido (mgl/L) Siringaldehido (mgl/L)

124,8360 6,93912 117,2917 6,50543
125,3624 6,93912 114,0531 6,50543
123,9555 6,93912 118,7290 6,50543
123,3513 6,93912 117,2089 6,50543
123,4177 6,93912 117,9062 6,50543
125,4729 6,93912 118,4570 6,50543
125,3029 6,93912 119,8151 6,50543
124,5284 117,637286

0,9 N.A. 18 N.A.

0,7 1,5

CUMPLE

CUMPLE
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La repetibilidad de los resultados obtenidos al aplicar la metodologia de analisis
para los analitos en cuestion (a una concentracion del 100%), bajo las mismas
condiciones operativas (mismo analista y equipo, diferentes dias) demuestra un alto

grado de confiabilidad de la metodologia de andlisis empleada.



Precisién Intermedia

Tabla 17. Precisiéon Intermedia

Dia 1

para la Vainillina (Analista 1, dialy 2
Analistal - (EVELIN RAIGOZA)

Dia 2

Lectura

N Area Vainillina Concentracion Area Vainillina Concentracion
(mg/L) (mg/L)

1 90,0986 5,19437 87,2188 4,98999

2 91,7210 5,19437 86,4788 4,98999

3 90,8669 5,19437 87,0544 4,98999

4 90,9042 5,19437 86,9074 4,98999

5 91,7892 5,19437 87,1048 4,98999

6 92,9292 5,19437 88,7486 4,98999

7 91,0637 5,19437 87,3779 4,98999

Tabla 18. Precision Intermedia

Lectura N°

para la Vainillina (Analista 2, dia 3

Analista 2 - (JOAN QUINTERO)

Dia 3

Concentracion

Area Vainillina (mg/L)
90,9203 5,19437
91,6885 5,19437
90,5579 5,19437
90,5670 5,19437
91,7168 5,19437
92,1440 5,19437
91,6779 5,19437




para el Siringaldehido (Analistal,dialy 2
Analistal - (EVELIN RAIGOZA)
Dia 1 Dia 2

Tabla 19. Precisiéon Intermedia

Lectura N° i .
Area Concentracién Area Concentracion
Siringaldehido (mg/L) Siringaldehido (mg/L)
124,8360 6,93912 117,2917 6,50543
125,3624 6,93912 114,0531 6,50543
123,9555 6,93912 118,7290 6,50543
123,3513 6,93912 117,2089 6,50543
123,4177 6,93912 117,9062 6,50543
125,4729 6,93912 118,4570 6,50543
125,3029 6,93912 119,8151 6,50543

para el Siringaldehido (Analista 2, dia 3
Analista 2 - (JOAN QUINTERO)

Tabla 20. Precisiéon Intermedia

Lectura N° c o

" o . oncentracion

Area Siringaldehido (mg/L)
124,1364 6,93912
123,8303 6,93912
123,1155 6,93912
123,4665 6,93912
122,9019 6,93912
124,5132 6,93912
124,6597 6,93912
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Tabla 21. Parametros de aceptacion precision intermedia

Parérpe‘_tro Valores obtenidos para Valores obtenidos para
estadistico la Vainillina el Siringaldehido

Promedio del area

de analito hallado

entre 2 analistas. n
=21

S | 2,1 33

CV (%) (Criterio de
aceptaciéon CV < 2,3 2,7
3,0%

Concepto CUMPLE CUMPLE

De acuerdo con los resultados obtenidos en la precision intermedia, se observa

89,9 121,9

un alto grado de precision de la metodologia de analisis sobre muestras individuales de
estandar (en una concentracidén cercana al 100%) analizadas por dos analistas en dias
diferentes lo cual demuestra la confiabilidad de la metodologia de analisis.
Exactitud

La exactitud se evalud calculando el porcentaje de recuperacion al inyectar 3
muestras fortificadas con los analitos de interés, el nivel bajo, medio y alto de la curva de

calibracion. La férmula usada para dicho calculo fue:

B
x 100

%Recuperaciéon =

Siendo:
A= Concentracion de Ron 3 afios enriquecido
B= Concentracion de Ron 3 afos sin adicion de analito

C= Concentracion de analito adicionado



Tabla 22. Exactitud nivel bajo de la curva

de Ron 3 afos
sin adiciéon de

BSOS Concentracion

Concentracion
de analito
adicionado (C)

para Vainillina
Analista - (EVELIN RAIGOZA)
Nivel Bajo (VAINILLINA)

Concentracion de
Ron 3 afos
enriquecido (A)

%Recuperacion

analito (B)
1,98 85,19
2,00 87,17
1,120 1,013 2,01 88,15
1,99 86,18
5 1,97 84,21
promedio
< | 86,18
S NA 1,56

CV (%)
< 3,0%
Concepto

Tabla 23. Exactitud nivel bajo de la curva

de Ron 3 afos
sin adicién de

BEQICIETEN Concentracion

Concentracion
de analito
adicionado (C)

CUMPLE

para Siringaldehido
Analista - (EVELIN RAIGOZA)
Nivel Bajo (SIRINGALDEHIDO)

Concentracion de
Ron 3 afos
enriquecido (A)

1,81

%Recuperacion

analito (B)
1,72 59,23
1,73 60,22
1,120 1,013 1,70 57,26
1,71 58,24
5 1,69 56,27
promedio

58,24

X
S NA 1,56

CV (%)
< 3,0%
Concepto

CUMPLE

2,68
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BSOS Concentracion
de Ron 3 afos
sin adicién de

Concentracién
de analito
adicionado (C)

Tabla 24. Exactitud nivel medio de la curva Vainillina
Analista - (EVELIN RAIGOZA)
Nivel Medio (VAINILLINA)

Concentracién de
Ron 3 afos
enriquecido (A)

%Recuperacion

analito (B)
3,90 54,83
3,79 52,66
1,120 5,070 3,74 51,68
3,81 53,06
5 3,75 51,87
promedio
| 52,82
X
S NA 1,26

CV (%)
< 3,0%
Concepto

BEGARVIEN Concentracion
de Ron 3 afos
sin adicién de

CUMPLE

Tabla 25. Exactitud nivel medio de la curva Siringaldehido

Analista - (EVELIN RAIGOZA)
Nivel Medio (SIRINGALDEHIDO)

Concentracion
de analito
adicionado (C)

Concentracion de
Ron 3 afos
enriquecido (A)

2,38

%Recuperacion

analito (B)

4,01 57,00

3,97 56,21
1,120 5,070 3,89 54,64

4,05 57,79
5 4,01 57,00

promedio

= 56,53

S NA 1,20

CV (%)
< 3,0%
Concepto

CUMPLE

2,12
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BAGARCENY Concentracion
de Ron 3 afos

Concentracion

Tabla 26. Exactitud nivel alto de la curva Vainillina
Analista - (EVELIN RAIGOZA)
Nivel Alto (VAINILLINA)

Concentracion de

sin adicion de 9‘? analito R_on 3 gﬁos %Recuperacion
analito (B) adicionado (C)| enriquecido (A)
8,47 80,59
8,44 80,26
1,120 9,120 8,46 80,48
8,42 80,04
5 8,39 79,71
Promedio
80,22
X
S NA 0,35

CV (%)
< 3,0%
Concepto

BAGARCIEY Concentracion
de Ron 3 afos

CUMPLE

Tabla 27. Exactitud nivel alto de la curva Siringaldehido

Analista - (EVELIN RAIGOZA)
Nivel Alto (SIRINGALDEHIDO)

Concentracion

Concentracion de

0,44

sin adicion de _de_‘ analito R_on 3 :_slﬁos %Recuperacion
analito (B) adicionado (C)| enriquecido (A)

7,61 71,16

7,72 72,37

1,120 9,120 7,26 67,32

7,37 68,53

5 7,51 70,07
Promedio

e 69,89

X
S NA 2,01

CV (%)
< 3,0%
Concepto

CUMPLE

2,88
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Robustez

68

Para esta determinacion se aplica el Test de Youden y Steiner para la evaluacion

de la robustez de un método quimico analitico. Este procedimiento permite evaluar el

efecto de siete variables con s6lo ocho analisis de una muestra.

Tabla 28. Anédlisis de la robustez

107,1|103,8

19,3534

15,3402

0,9146

1,3439

92,2 103,7| 83,7 |100,0/103,3|110,6] 91,0 |100,9

11,2525

8,5180

6,5642

1,8285

[Variacion] > Repetibilidad Método *v/2 , por lo tanto
se concluye que el método no es robusto para las

variables analizadas en el Siringaldehido; y para la
Vainillina solo es robusto para la variable C: Fase
Movil.

El método debe trabajarse exclusivamente con las variables establecidas en el

método, teniendo presente que la Vainillina puede soportar un cambio en la variable de

Fase Mdvil como se aprecia en la tabla inmediatamente anterior, ya que dicha variacién

es la Unica que presenta un valor por debajo del parametro de aceptaciéon (Repetibilidad

del método * Raiz de 2).



Estimacién de la incertidumbre

ACTIVIDAD

Tabla 29. Incertidumbre

METODO: DETERMINACION DE VAINILLA POR HPLC
FUENTE DE INCERTIDUMBRE

para la Vainillina

CANTIDAD

69

EXACTITUD DEL EQUIPO

Pesar Estandares Incertidumbre Balanza AB204 0,1104 + 2,5e-5g +4e-5
Balén 100 mL (6 Veces) 100 +0.100 mL
Balén 1000 mL (1 Vez) 1000 + 0.400 mL
Medir volumen Pipeta 10 mL (3 Veces) 10 +0.020 mL
Pipeta 20 mL (4 Veces) 20 +0.030 mL
Pipeta 50 mL (3 Veces) 50 +0.050 mL
Prepa}racmn de Solucién Vainillina 0,1g para 100 ml 99,0%
estandares
Diluciones Dilucion para estandares 100
Error aleatorio Error humano N.A N.A
oy
x (g/L) (Area) f(y/x) Curva
1,101 | 20,124 | 18,283
1,101 | 20,054 | 18,219
1,101 | 20,698 | 18,805 Promedio f(y/x) 17,7
3,302 | 56,495 | 17,109
3,302 | 57,834 | 17,515
3,302 | 58,049 | 17,580
5,503 | 96,273 | 17,493
C;/u?:/aala 5,503 | 96,227 | 17,485 Desviacién Estandar f(y/x) 0,4
5,503 | 95,906 | 17,427
7,705 131’30 17,431
7,705 13%03 17,526
7,705 13‘:’;’30 17,561
172,70 - L,
9,906 5 17,434 Coeficiente de Variacion (CV) % 2,45%
9,906 173;62 17,527
9906 | 173 | 17,513
ESTIMACION DE INCERTIDUMBRE SIGUIENDO EL METODO DE GUM
EQUIPO EXACTITUD 'NCE';ITP'[&UAMBRE 'NCE%TP%UBMBRE APORTE
CcVv curva de calibracién 0,0245 0.01226 51.34%
(promedio CV)
Concentracion Vainillina 0,9900 0,00577 24,18%
Bal6n 1000 mL 0,0004 0,00016 0,68%
Balanza AB 204 0,00004 0,00003 0,13%
Balén 100 mL 0,0001 0,00004 0,17%
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Pipeta 20 mL 0,00003 0,00001 0,05%
Pipeta 10 mL 0,00002 0,00001 0,03%
Pipeta 50 mL 0,00005 0,00002 0,09%
Repetibilidad 0,0054 22,47%
Diluciéon (mayor) 0,0002 0,85%
INCERTIDUMBRE INCERTIDUMBRE
Concentracion de Vainillina (mg/L) COMBINADA EXPANDIDA mg/L
(mgl/L) (factor de cobertura 95,45%)
DATOS PARA 5,165 | 5,221 | 5,056 | 5,218
REPRODUCIBILIDAD 5,259 | 4,969 | 4,978 | 5,242
5,210 | 4,926 | 5,172 | 5,215 0,029
5,212 | 4,959 | 5,216
5,263 | 4,951 | 5,151 0,015
5,328 | 4,962 | 5,151
DESVIACION ESTANDAR 0,1263 = 0,029 x concentracién
PROMEDIO 5,134 obtenida
MEDIDAS 21

Tabla 30. Incertidumbre para el Siringaldehido
METODO: DETERMINACION DE SIRINGALDEHIDO POR HPLC

EXACTITUD DEL

ACTIVIDAD FUENTE DE INCERTIDUMBRE CANTIDAD EQUIPO
Ffesar Incertidumbre Balanza AB204 0,1008 + 2,5e-5g +4e-5
Estandares
Bal6én 100 mL (6 Veces) 100 +0.100 mL
Bal6n 1000 mL (1 Vez) 1000 + 0.400 mL
Medir volumen Pipeta 10 mL (3 Veces) 10 +0.020 mL
Pipeta 20 mL (4 Veces) 20 +0.030 mL
Pipeta 50 mL (3 Veces) 50 + 0.050 mL
Preparacion de Solucién Siringaldehido 0,1 g para 100 ml 97,0%
estandares
Diluciones Dilucion para estandares 100
Error aleatorio Error humano N.A N.A
X Ve
(mg/L |y (Area) | f(y/x) Curva
)
1,005 | 18,8561 | 18,763
CVdela
curva 1,005 | 18,5122 | 18,420
1,005 | 17,7612 | 17,673 Promedio f(y/x) 18,07441
3,015 | 54,2378 | 17,990
3,015 | 54,6625 | 18,131
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3,015 | 54,8550 | 18,194

5,025 | 91,0698 | 18,124
5,025 | 89,7110 | 17,853 Desviacion Estandar f(y/x) 0,25962

5,025 | 90,9764 | 18,105

7,035 |125,5791 | 17,851

7,035 |126,4837 | 17,980

7,035 | 125,9459 | 17,903
9,045 | 163,0661 | 18,029 Coeficiente de Variacién (CV) % 1,44%

9,045 | 162,3385 | 17,948

9,045 |164,1771 | 18,152

ESTIMACION DE INCERTIDUMBRE SIGUIENDO EL METODO DE GUM

EQUIPO EXACTITUD 'NCEF;IT;%UAMBRE 'NCEF;ITP"%UE';V'BRE APORTE
g)\r’o‘r’;’;‘é?odce\‘/’)a"brac'on 0,01436 0,00718 23,39%
gﬁ;%%’rg:ﬁ:gg 0,9700 0,01732 56,42%
Bal6n 1000 mL 0,00040 0,000163 0,53%
Balanza AB 204 0,00004 0,00003 0,10%
Balén 100 mL 0,00010 0,00004 0,13%
Pipeta 20 mL 0,00003 0,00001 0,04%
Pipeta 10 mL 0,00002 0,00001 0,03%
Pipeta 50 mL 0,0001 0,00002 0,07%
Repetibilidad 0,0057 18,63%
Dilucion (mayor) 0,0002 0,66%

Concentraciéon de

INCERTIDUMBRE

INCERTIDUMBRE
EXPANDIDA mg/L

Siringaldehido (mg/L) CO'E"H?”/\'SDA (factor de cobertura
9 95,45%)
DATOS PARA PRECISION | 6:94 |6.97|6,60 | 680
INTERMEDIA 6,97 | 653|667 | 6,89
6,89 |6,35]|6,87 | 6,90 0,058
6,86 | 6,61 6,85
6,86 | 6,53 6,81 0,029
6,98 | 6,57 | 6,83 0058
DESVIACION ESTANDAR 0,1775 Coace’mraéén
PROMEDIO 6,775 S btenia
MEDIDAS 21
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Muestreo
Para el analisis de muestras reales se tenia disponible rones de 2, 2.5, 3, 6, 7.5,
8,9, 10.5,11,11.5,12,12.5, 13y 14 aios de afiejamiento, y 4 lotes diferentes para cada
afio, contando asi con 56 muestras.

Tabla 31. Datos del muestreo (Vainillina
VAINILLINA

Afios de afiejamiento Muestras Promedio




Tabla 32. Datos del muestreo (Siringaldehido
SIRINGALDEHIDO

Afos de afiejamiento Muestras Promedio

Analisis en Muestas Reales

25,00

20,00

15,00

—O— Vainillina
—O— Siringaldehido

10,00

Concetracion (mg/L)

5,00

0,00
0 5 10 15
Afos de afiejamiento

Figura 12. Grafica Afios de afiejamiento Vs. Concentracion de analito
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Conclusiones

La metodologia analitica para el andlisis de Vainillina y Siringaldehido por
cromatografia de liquida de alta eficiencia en rones, demostro ser especifica y selectiva
para los analitos, también demostr6 linealidad, repetibilidad, precision intermedia y
exactitud cumpliendo asi con los parametros exigidos en el procedimiento PR-M8-P3-
066 propio de la empresa y de igual modo con la validaciéon que se buscaba.

Puede decirse que la validacion de un método analitico, respecto a la valoracién
del producto terminado garantiza de esta manera que los resultados obtenidos al
aplicarlo son confiables y completamente reproducibles en el intervalo 1,0 a 9,0 mg/L con
una incertidumbre de + 0,03 para la vainillina y £ 0,06 para el Siringaldehido.

Las condiciones cromatogréficas para el andlisis de Vainillina y Siringaldehido
establecidas son: Temperatura de horno en 40,0°C durante toda la corrida
cromatografica. Tiempo total de corrida 13,0 minutos. Bomba cuaternaria con un flujo de
2,0 mL/min de una mezcla de Metanol/Agua al 22/78. Detector Ultravioleta a 311 nm e

Inyeccién estandar de 10 plL.
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Recomendaciones
Es importante que se realice una verificacion del método usando Material de
Referencia Certificada (CMR), pues para la validacion no fue posible disponer de estos
de estos materiales, y es de gran importancia su uso por la trazabilidad que los CMR
proporcionan asi como la veracidad que ofrecen, de esta manera el método quedara con

datos mas seguros y confiables.

El muestreo evidencia un comportamiento exponencial en la concentracién de los
dos analitos durante el tiempo de afiejamiento, de este modo es indispensable que se
realice un muestreo significativo respecto a la cantidad de muestras reales que existen
en las bodegas de afiejamiento, ya que mientras mas aumente el nimero de datos de
un mismo afo de afiejamiento mas confiable sera la interpolacion al momento de analizar
la edad de un ron, puesto que en los datos del muestreo que se realizd en el presente

trabajo se observa unos puntos bajos.
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